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SINTESE E PROPRIEDADES DE UMA NOVA FTALOCIANINA DE

ZINCO CONJUGADA A ALBUMINA BOVINA.

RESUMO

A Terapia Fotodinamica (TFD) € uma nova forma de tratamento para tumores
malignos envolvendo a interacdo de fotossensibilizantes com a luz, em um
comprimento de onda especifico e em presenca de oxigénio molecular. A fim de
intensificar a captura de fotossensibilizantes, o uso de conjugados tem sido
estudado com o intuito de aumentar a sua especificidade em células tumorais. A
maioria das ftalocianinas é hidrofébica, o que facilita a sua passagem através da
membrana celular, porém dificulta o seu uso durante o tratamento através de
administracdo por via endovenosa. Para facilitar a administracdo desses compostos,
muitos sistemas de liberacdo vém sendo descritos, tais como: lipossomas, proteinas
séricas, anticorpos monoclonais, entre outros. No presente trabalho, descrevemos a
preparacdo de uma nova ftalocianina de zinco ligada covalentemente a albumina
bovina (BSA) e estudamos sua interacdo com células cancerosas através de
ensaios in vitro. A ftalocianina de zinco conjugada a BSA, a qual tem caracteristica
hidrofilica, foi obtida depois de quatro etapas a partir do composto 4-nitroftalonitrila
sendo no final purificada por coluna de sephadex seguida de liofilizacdo. O espectro
de absorcdo da Pc-iso exibiu um pico definido em 700 nm, mas por outro lado, a
ftalocianina conjugada a BSA exibiu dois sinais (ombro) na regido de 650-700 nm
sugerindo uma possivel agregacdo. A Pc-BSA e a Pc-iso, descritas nesse trabalho,
foram entdo incubadas com duas linhagens de células tumorais, Hep-2 e Hela, por
periodos de 1, 6, 12, e 24 horas. Através de microscopia de fluorescéncia,
verificamos que nas linhagens de células HelLa a internalizacdo da Pc-BSA ocorreu
a partir de 1 hora de incubacédo enquanto que nas linhagens de células Hep-2 apos
12 horas de incubacdo, quando apresentaram inumeros vacuolos no citoplasma
celular. A Pc-iso interage de uma maneira uniforme com ambas as linhagens
ocorrendo na linhagem de células Hep-2 a presenca de vacuolos apos 12 e 24
horas. Acreditamos que a Pc-BSA apresenta uma internalizacdo mais répida,
mediada por endocitose devido ao aparecimento de vacuolos a partir de 1 hora de
incubacéao.

Palavras-chaves: Ftalocianina, Alboumina Bovina, HeLa e Hep-2.



SYNTHESIS AND PROPERTIES OF A NOVEL ZINC

PHTHALOCYANINE CONJUGATED TO SERUM ALBUMIN

ABSTRACT

Photodynamic therapy is a new kind of treatment against malign tumors involving
photosensitizers with light, in a specific wavelength and in presence of molecular
oxygen. To intensify the uptake of photosensitizers, the use of conjugates are being
studied in order to increase its specificity to tumor cells. Most of phthalocyanines are
hydrophobic, which facilitate its penetration by crossing cellular membranes, but
difficult its use for treatment by intravenous administration. To facilitate the
administration of these compounds, many drug delivering systems have been
investigated including: liposome, serum proteins, monoclonal antibodies and others.
In the present work, we describe the preparation of a new zinc phthalocyanine
covalent bound to bovine serum albumin (BSA), and studied its interaction with
cancer cells through in vitro assays. The zinc phthalocyanine conjugated to BSA (Pc-
BSA), with hydrophilic characteristic, was obtained from 4-nitroftalonitrile and purified
by sephadex column, followed by lyophilization. The absorption spectra of Pc-iso
showed a defined peak in 700 nm, on the other hand, the conjugated Pc exhibited
two peaks (shoulder) in range from 650-700 nm suggesting an aggregation. Both Pc-
iso and Pc-BSA were incubated with two cancer cell lineages, Hep-2 and HelLa, for 1,
6, 12 and 24 hour period. Through fluorescence microscopy it was found that HelLa
cells internalized Pc-BSA from 1 hour of incubation besides Hep-2 lineage cells after
12 hour of incubation, when we found vacuoles in cellular cytoplasm. Pc-iso interacts
uniformly with both lineages occurring in Hep-2 cells the presence of vacuoles after
12 and 24 hour of incubation. We can observe that Pc-BSA was internalized very
fast, probably mediated by an endocytosis because of the presence of vacuoles from
1 hour of incubation.

Keywords: Phthalocyanines, bovine serum albumin, HeLa, Hep2.
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Abreviaturas e Siglas

3THPP — Tetrahidroxifenilporfirina

AlIPcS4 - Ftalocianina Cloro-aluminio Tetrasulfonada

BSA- albumina bovina

DMSO - Dimetilsulfoxido

EROS - Espécies reativas de oxigénio

Fs — Farmaco fotossensibilizador

LDL - lipoproteinas de baixa densidade

MEM - Minimal Essential Medium

MTT: 3-(4,5-dimethythiazolone-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide
PBS — Salina tamponada com fosfato

Pc-BSA - Ftalocianina de zinco conjugada a albumina bovina
Pc-iso - Tetra-isotiocianato ftalocianina de zinco

PIl — Photofrin®

SFB - soro fetal bovino

TFD — Terapia Fotodinamica

TPPS1 - Tetrafenilporfirina sulfonada

UV- ultra violeta
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1 INTRODUCAO
1.1 Terapia Fotodinamica

A Terapia Fotodinamica (TFD) € uma nova forma de tratamento que tém
sido aplicada para tumores malignos envolvendo a interacdo do farmaco
fotossensibilizador com a luz, em um comprimento de onda especifico, em presenca
de oxigénio molecular (HENDERSON et al.,, 1985). A TFD consiste de uma
sequiéncia de processos fotoquimicos e fotobiolégicos cujo resultado é um dano
irreversivel ao tecido tumoral (DOUGHERTY et al., 1998; BELMONT et al., 1999;
LIPSON; BALDES, 1960 ). Apos a aplicacdo de uma radiacdo de comprimento de
onda adequado, varias reacdes fotoquimicas ocorrem nas células sensibilizadas,
gerando a liberacdo de oxigénio singlete, altamente reativo, que resulta em morte
destas células.

A TFD ocorre por dois passos: O farmaco fotossensibilizador é o primeiro
a ser administrado, intravenosamente, e € carreado pelo corpo durante um tempo o
gual é retido seletivamente por alguns tecidos. A retencdo seletiva depende das
propriedades bioquimicas individuais de cada tipo de tecido e é influenciada por
fatores tais como: capacidade de ligacdo das proteinas ao tecido, caracteristicas da
membrana, pH e area suprida de sangue. (VAZQUEZ et al., 2007).

A seletividade do tecido tumoral em relacdo ao do tecido normal é uma
importante consideragcdo quando projetado pelo uso em TFD, para o tratamento de
cancer. Apos um determinado tempo, ocorre retencdo seletiva do farmaco
fotossensibilizador no tumor e o tecido alvo é irradiado com luz. A luz pode ser
levada através da pele para o tumor relativamente superficial ou por fibras oticas
para o tumor profundo, os quais sdo endoscopialmente acessiveis. O volume do
tecido tratado é determinado pela penetracdo da luz no tecido. A combinacédo da luz
e do farmaco fotossensibilizador produz um coquetel, altamente reativo o qual causa
destruicao das células.

O Fs deve apresentar caracteristicas importantes que devem ser
consideradas, como: propriedades de toxicidade baixa, seletividade para

permanecer acumulado nas células tumorais, possuir uma banda de absorcédo na



janela fototerapéutica . A janela fototerapéutica € uma faixa do espectro de radiacdo
onde ha relativa penetracéo nos tecidos biolégicos, ao mesmo tempo em que temos
excitacdo dos estados moleculares da droga capazes de promoverem adequada
transferéncia de energia (PIETTE et al., 2003). O Fs utilizado deve ser eliminado do
organismo num periodo de tempo relativamente curto para que o0 paciente

permaneca fotossensivel o menor tempo possivel apds a aplicacéo da luz.

1.2 Mecanismos fisico-quimicos envolvidos na TFD

As reacgbes fotoquimicas geradas pelo oxigénio singlete, em agentes
citotoxicos sdo conhecidas na TFD pelo estado fundamental do oxigénio
representado pelo diagrama de Jablonski.

Apoés absorcdo da luz pelo corante na presenca de oxigénio, ocorrem
varios processos foto-fisicos envolvendo espécies reativas excitadas que induzem a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS), atacando centros especificos
dentro dos sistemas celulares, desencadeando consequiientemente a morte dos
tecidos (IAN; DOUGHERTY 2001).

No diagrama de Jablosnky (figura 01) apresentamos de forma global as

etapas fotoquimicas envolvidas no processo de fotossensibilizagdo celular.

Figura 01.Diagrama de Jablonski simplificado para o processo de fotossensibilizacdo. O corante no
estado fundamental (SO) é excitado ao primeiro estado singlete (S1), podendo fluorescer e retornar
ao estado fundamental, ou realizar um cruzamento intersistemas para o estado triplete de mais baixa
energia. A reacao deste com o oxigénio molecular, inicia o processo de producéo dos EROs.



A luz interagindo com o corante, torna-o excitado passando de seu estado
fundamental (So) ao estado triplete (T1). Neste segundo estado, sua meia vida é de
poucos milionésimos de segundos, durante o qual é capaz de rapida energizacao do
oxigénio dissolvido, que é ativado para seu primeiro estado eletrénico excitado. Este
estado energético (*!O,) também é de vida curta, porém muito reativo. Tipicas
moléculas organicas sensibilizadoras sdo convertidas a estado singlete (S;) de vida
curta na absorcdo do foton. O estado excitado singlete (Si;) de bons
fotossensibilizantes, passa eficientemente pelo cruzamento inter-sistema para atingir
0 estado triplete (T1), como mostrado na figura 01. A maioria das reacdes
fotossensibilizadas nos sistemas biolégicos € mediada por este estado (T;) do
farmaco fotossensibilizador devido ao seu tempo de vida prolongado.

A transmissdo da energia gerada do estado triplete para singlete pode
ocorrer por dois tipos de reacOes frequentemente designadas tipo | e tipo II. O
mecanismo de reacdo depende do meio, do farmaco fotossensibilizador, do tempo
de vida do 'O, e da estabilidade dos radicais gerados. (HERWIG; OBWEGESER;
JAKOBER, 1996). Na reacao do tipo I, as moléculas do farmaco fotossensibilizador
interagem diretamente com os substratos biolégicos para formarem radicais livres. O
processo inclui as reacfes de transferéncia de elétron entre a molécula do farmaco
fotossensibilizador nos seus estados excitados e as moléculas do substrato
biologico, que reagem instantaneamente com o oxigénio molecular, produzindo uma
mistura de moléculas intermediarias chamadas de Espécies Reativas de Oxigénio
(EROs), como radical superéxido (*Oz’), radical peroxido de hidrogénio (H2O>*) e
radical hidroxila (*OH), que séo capazes de oxidar varias biomoléculas (KRAMMER,;
HEIDEGGER, 1996). Este mecanismo € favorecido pelo uso de farmaco
fotossensibilizador que absorve na regido espectral ultravioleta, devido aos estados
tripletes apresentarem energias relativamente altas, facilitando reagdes de
transferéncia de hidrogénio e por consequéncia a formacao de radicais (HERWIG;
OBWEGESER; JAKOBER, 1996).

Na reacdo do tipo Il, as moléculas do farmaco fotossensibilizador
absorvem energia, passam para um estado de excitacdo molecular chamado estado
triplete. A energia absorvida é transferida para o oxigénio molecular, gerando um
rendimento de oxigénio singlete. O oxigénio singlete é representado simbolicamente
como '0,, para se diferenciar do estado natural, o oxigénio triplete £O,). O 10O,

devido a sua instabilidade, pode gerar reacfes em cadeia, que liberam grandes



guartidades de energia, 0 que causa ruptura fisica das membranas celulares,
prejudica as funcbes de transporte das membranas, oxida as organelas celulares,
como a mitocéndria, € em menor escala induz a ruptura das fitas de DNA, causando
a regressao do tumor (EDREI; KIMEL, 1999).

Ambas as reac0Oes (tipo | e tipo Il) podem ocorrer simultaneamente e a
razdo entre elas € influenciada pelas caracteristicas do farmaco fotossensibilizador,

substratos intracelulares e concentracao de oxigénio do meio.

1.3 Mecanismos de acao

E necessaria a compreens&o do mecanismo de acéo de efeito da TFD no
metabolismo celular e em tecidos afetados por este tipo de terapia, para um melhor
conhecimento e aprimoramento de drogas cada vez mais especificas para células
tumorais, sem comprometimento das células normais.

A fonte de luz deve apresentar absor¢cdo adequada, centrada na regido do
espectro onde a luz possa excitar o Fs utilizado, transferindo energia, formando
espécies radicais para que a TFD seja eficiente. E importante que a fonte de luz seja
monocromatica para que quantidades de energia fora da faixa de absorcdo do Fs
nao cause reacéo adversa, como aquecimento do tecido.

O aumento da eficacia da TFD pode ser conseguido obtendo-se uma
melhor seletividade do farmaco fotossensibilizador no tecido alvo. Uma das
maneiras seria a agregacao do farmaco fotossensibilizador a ligantes como:
anticorpos monoclonais, lipoproteinas entre outros (SUTTON et al., 2002).

Conjugacbes covalentes de farmaco fotossensibilizador a ligantes de
reconhecimento especifico favorecem a internalizacdo da droga por receptores de
superficie celular aumentando a seletividade da TFD (BRASSEUR et al., 1999).

Um dos problemas limitantes para o0 uso de farmacos
fotossensibilizadores na TFD sao as preparacdes farmacéuticas ideais para a
administracdo parenteral. A maioria dos Fs sao hidrofébicos e portanto, ndo podem
ser administrados intravenosamente. Diferentes estratégias, incluindo conjugacao de
polimeros-Fs ou encapsulamento da droga a sistema de liberacdo coloidal, tais
como: dispersfes oleosas, lipossomos e particulas poliméricas, tem sido

investigadas afim de possibilitar a administracdo desses Fs em pacientes. Embora



esse sistema de liberacdo coloidal tende a se acumular seletivamente no tecido
tumoral, eles também s&o rapidamente capturados pelos fagocitos.

Na intencdo de melhorar a seletividade da liberacdo dos farmacos
fotossensibilizadores para o tecido tumoral, pesquisas incluindo sistemas de
liberacdo macromolecular vém sendo desenvolvido. A idéia comegou com 0 uso de
drogas conjugadas & macromoléculas , as quais mostraram melhorar a distribui¢céo
da droga. TANAKA et al. (2004) propuseram um sistema de liberacéo
macromolecular onde puderam concluir que o Fs conjugado a albumina acumulava-
se efetivamente no tecido tumoral e que a distribuicdo desse conjugado depende de
suas propriedades fisico-quimicas.

Teoricamente essa associacdo tem diversas vantagens, tais como: alta
afinidade de ligacao pelos receptores localizados na superficie da célula; localizacdo
direta e mais especifica com o aumento da eficiéncia e seletividade, e baixa dose
efetiva de farmacos fotossensibilizadores. A eficiéncia dessa estratégia é governada
por diversos fatores como: estabilidade do conjugado na circulacdo sanguinea,
protecdo contra possiveis inativacdes durante o transporte e ativacao do tecido alvo,
habilidade do conjugado de atravessar barreiras fisiologicas e ligar-se a sitios de
reconhecimento e, ainda, ndo apresentar toxicidade (KONAN; GURNY; ALLEMANN,
2002).

Também vem sendo dispensada uma maior atencdo ao uso de
lipoproteinas plasmaticas devido a sua estabilidade e direta relacdo entre 0 numero
de receptores lipoprotéicos encontrados em diversos tumores e o reconhecimento
do farmaco fotossensibilizador pelas células malignas. As lipoproteinas vém sendo
sugeridas como uma razao importante para o transporte e liberacdo das moléculas
de farmacos fotossensibilizadores nas células tumorais. Os tumores geralmente se
caracterizam pela freqlente proliferacdo, expressdo de receptores e moléculas
diversas em grandes quantidades na superficie celular (KONAN; GURNY;
ALLEMANN, 2002).

1.4 Farmacos fotossensibilizadores

Farmaco fotossensibilizador (Fs) € usualmente definido como uma
substancia que induz sensibilidade luminosa para processos quimicos e fisicos,

geralmente insensiveis a luz (SIBATA et al., 2000). Eles absorvem a energia



luminosa e induzem a producdo de espécies reativas de oxigénio na natureza
tumoral, gerando uma cascata de reac¢des bioquimicas. Essas reacdes resultam em
danos microvasculares, morte da célula tumoral e indugdo de uma resposta imune
inflamatoria seguida, eventualmente por necrose, apoptose ou regressao do tumor
(BRASSEUR et al., 1999).

As propriedades fotoquimicas dos Fs sdo importantes para a
sensibilizacdo de tecidos cancerosos. O Fs deve preferencialmente ser um
composto puro, deve ser capaz de se localizar em tecidos neoplasicos, ser ativados
por comprimentos de onda que sejam ideais ndo s6 para sua ativacdo, mas também
para a penetracdo em tecidos, rapida eliminacéo pelas células normais, ser atoxico
Nno escuro e apresentar alta producao de espécies reativas de oxigénio (LUKSIENE,
2003). Preferencialmente esses compostos devem ser sollveis em agua e nao
devem agregar excessivamente em meios bioldgicos.

O primeiro Fs testado clinicamente foi o HpD (derivados de
hematoporfirina), uma mistura complexa de porfirinas. Sua purificacdo deu origem
ao Photofrin® (figura 02), o primeiro agente fototerapéutico a ter seu emprego em
TFD autorizado por 6rgédos governamentais nos EUA (MACHADO, 2000).

Ha vérios farmacos fotossensibilizadores aprovados e sendo utilizados
atualmente em tratamentos clinicos. Entre eles podemos citar: Photofrin® (USA,
Canada), Photoscan® (Alemanha), HpD® (China), Photogem® (Russia), Derivado
de Benzoporfirina (Canadd), acido 5-aminolevulinico (4cido 5-amino-4-
oxopentanoico) (ALA) (Europa e USA). (SIMPLICIO; MAIOCHI; HIOKA, 2002).

Embora o Photofrin® (PIl) represente um importante progresso nha
pesquisa de terapias oncoldgicas, com pequenos efeitos colaterais, ha algumas
desvantagens a serem citadas: 1) tem pequena absor¢ao na regido espectral; 2) sua
excrecao € lenta pelo organismo, devido ao fato de ser retido em vérios tipos de
tecidos normais como pele e figado por periodos de 4 a 6 semanas, resulta em uma
prolongada fotossensibilidade; 3) € constituido por uma mistura complexa de
derivados de hematoporfirinas, dificultando o isolamento e purificacdo da droga
(SILVA, 2003).
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Figura 02 Preparacao do farmaco Photofrin® a partir da hematoporfirina.

O Photoscan® e o Photogem® sao variedades comerciais do Photofrin®
(SILVA, 2003).

O &cido 5-aminolevulinico (ALA) € um dos Fs mais empregados na TFD.
Ele funciona como uma pr6-droga, isto €, age como um precursor na via da
biossintese de grupamentos heme (MORGAN, OSEROFF, 2001). O ALA ap0s uma
série de transformacBes metabdlicas, é convertido em protoporfirina IX dentro da
mitocdndria pela enzima porfobilinogénio deaminase e € entdo convertida em heme
pela enzima ferroquelatase (ZHANG, ZHEN, 2005). Em células malignas ha um
aumento na atividade da porfobilinogénio deaminase e deficiéncia na atividade da
ferroquelatase. Consequentemente a protoporfirina IX, que possui excelente
propriedade fotossensivel, é acumulada podendo entdo um tecido ou uma cultura de
células, ser irradiada com laser (GREBENOVA et al., 2000).

O principio ativo do farmaco Levulan® Kerastick (DUSA
Pharmaceuticals) € obtido a partir do acido 5-aminolevulinico (ALA) (figura 03),
esses farmacos fotossensibilizadores foram aprovados e séo utilizados atualmente
em tratamentos clinicos (SIMPLICIO; MAIONCHI; HIOKA, 2002).
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Figura 03.Farmaco Levulan® Kerastick

Uma variedade de componentes fotossensibilizantes sintéticos de
segunda geracao tem sido produzidos, entre eles, 0os mais promissores sao as
ftalocianinas.

As ftalocianinas formam uma vasta classe de componentes com alto
coeficiente de absortividade molar na regido espectral vermelha (630-750 nm),
mostrando excelentes propriedades de localizagcdo tumoral e alta eficiéncia
fotossensibilizante, com penetragédo 6tima de luz no tecido (SUTTON et al., 2002). A
eficacia das caracteristicas bioldgicas dos Fs é frequentemente determinada pela
distribuicdo subcelular entre as células neoplasicas, a qual depende de

caracteristicas estruturais e propriedades fisico-quimicas do Fs.

1.5 Caracteristicas do farmaco fotossensibilizador sob aspectos biolégicos

Para escolher o farmaco fotossensibilizador na TFD, leva-se em
consideracao a absorcao espectral acima de 600 nm, bem como a retencéo seletiva
dos farmacos fotossensibilizadores pelos tecidos neoplasicos em beneficio dos
tecidos sadios (HARRIS, 1991).

Moan et al., (1992), demonstraram que as acOes celulares dos

componentes derivados de Hematoporfirina aumentam com o0 aumento da



lipofobicidade dos componentes, esses efeitos também foram observados para
ftalocianinas, diésteres de hematoporfirinas e a tetrafenilporfirina sulfonada. Porém a
acdo celular ndo esta relacionada somente com a lipofobicidade, a massa molar e o
centro metalico do Fs também séo de grande importancia. Uma das caracteristicas
desejadas € a pureza, ja que substancias puras simplificam a interpretacdo da
relacdo dose-resposta. A substancia deve ainda ter pouca ou nenhuma toxidade na
auséncia de luz e ser cinética e termodinamicamente estavel (DELAEY et al., 2000)

Algumas caracteristicas que um farmaco fotossensibilizador ideal, deve

apresentar:
1) Méxima absorcéo perto da regiao do infravermelho,
2) Retencdo seletiva no tecido tumoral, com maiores concentracfes do
gue nos tecidos sadios;
3) Baixa toxicidade;
4) Ser capaz de gerar o oxigénio singlete;
5) Formacdo minima de agregados, os quais reduzem sua habilidade
funcional;
6) Meia vida compativel com o uso clinico, sem que haja foto-degradacéao
com luz natural,
7) Os compostos e metabdlitos ndo devem ser toxicos.

O estado de agregacdo das moléculas do farmaco fotossensibilizador
modifica suas propriedades foto-fisicas, diminuindo o tempo de vida do estado
triplete e, por conseqiéncia, o rendimento de oxigénio singlete, através de
dissipacgéo de energia. (BRASSEUR et al., 1999; STAR et al., 1986).

1.6 Ftalocianinas

Ftalocianinas sdo moléculas tetraazoindodlicas, cuja estrutura molecular
pode ser modificada, inserindo-se ligantes periféricos e axiais, bem como metais e
nao metais entre 0s quatro nitrogénios centrais, permitindo que o farmaco
fotossensibilizador seja sintetizado com as propriedades desejadas, ou seja,
caracteristicas espectroscopicas e fotofisicas podem ser estudadas na molécula do
farmaco fotossensibilizador (COOK et al., 1994; JORI, 1996).

Os dois grupos de corantes que tém sido mais extensivamente estudados

em relacdo a TFD sao as Ftalocianinas e as Porfirinas. Sob muitos aspectos essas



drogas parecem agir similarmente. Até certo ponto, elas sdo seletivamente
absorvidas ou retidas nos tecidos dos tumores, e seu efeito fotossensibilizador é tido
como originario principalmente da trajetoria do oxigénio singlete (MOAN et al., 1991).

Contudo, ha diferengas entre os membros desses dois grupos: uma
tendéncia generalizada € que o0s corantes lipofilicos tais como
tetrahidroxifenilporfirina (3THPP), Photofrin 1l (PIl), diésteres de hematoporfirina
(HP), tetrafenilporfirina sulfonada (TPPS1), localizam-se em diferentes membranas
(mitocondriais, nucleares, plasméaticas e reticulo endoplasmatico), enquanto que
corantes mais hidrofilicos, tais como TPPS20, TPPS4, TPPS2a, ftalocianina Cloro-
aluminio tetrasulfonada (AlPcS4, AlPcS2a), localizam-se extensivamente nos
lisossomas (MOAN et al.,, 1991). A quelacdo de ions metalicos, como Zinco e
Aluminio, triplicam o tempo de vida do farmaco fotossensibilizador no estado triplete,
aumentando a probabilidade da reacdo com o substrato (WOOD; HOLROYD;
BROWN,1997; FERNANDEZ; AWRUCH; DICELIO, 1997). Interessantemente, a
diferenca entre as Ftalocianinas de Aluminio e as Porfirinas (Tetrafenilporfirinas)
pode estar relacionada ao centro metélico, que tende a impedir a agregacao.

As ftalocianinas apresentam altos coeficientes de extincdo para
comprimentos de onda longos, propriedade intensificadora da sua capacidade de
fotossensibilizagdo, em se considerando os comprimentos de onda desejados no
tratamento. Elas podem ser facilmente sintetizadas com uma variedade de
diferentes grupos secundarios, capazes de alterar a carga total e a solubilidade da
molécula, caracteristicas que afetam sua adaptacdo as células do tumor. Estas
propriedades também podem ser utilizadas para marcar membranas como a
plasmatica, a mitocondrial, a nuclear e a do reticulo endoplasmatico, e ainda para
marcar organelas celulares particulares cuja susceptibilidade a terapia fotodinamica

€ provavelmente maior.

1.7 Albumina

A albumina é a proteina sérica mais abundante encontrada no organismo
humano, apresenta uma concentracdo dez vezes maior que o total da concentracéo
de todas as lipoproteinas, sendo amplamente estudada no campo da bioquimica. E
constituida por 585 aminoacidos, formando um simples polipeptideo, com massa

molar de aproximadamente 66.000 Da. Apresenta papel biolégico importante



incluindo regulacdo osmatica da pressdo sanguinea e transporte de acidos graxos,
além de possuir capacidade Unica de se ligar covalentemente e reversivelmente a
um grande numero de varios componentes enddgenos e exogenos. (SHARMAN;
VAN LIER; ALLEN, 2004). Existem diferentes transportadores protéicos no plasma
sanguineo, mas somente a albumina sozinha é capaz de se ligar reversivelmente a
uma ampla diversidade de ligantes com alta afinidade. A albumina também é uma
importante fonte de aminoacidos para a célula, podendo ser encontrada no fluido
intersticial.

Sao caracterizadas por conterem um numero pequeno de residuos de
triptofano e metionina e um alto nimero de cistina e aminoacidos carregados, acidos
aspartico e glutamico, além de lisina e arginina. O contetdo de glicina e isoleucina &
menor que a média encontrada em proteinas. Tanto a albumina bovina (BSA)
guanto a albumina humana (HSA) possuem apenas um residuo de cisteina livre,
Cys34. Os outros formam 17 pontes dissulfeto ajudando a manter a estrutura
terciaria. A estrutura secundéaria da BSA contém muitos residuos de cisteina e estes
sao helicoidais em grande parte da cadeia. Apresenta facil isolamento em grandes
guantidades, favorecendo sua alta estabilidade e solubilidade. A BSA passa por
mudancas reversiveis na sua conformacdo, usualmente sob condicbes nao-
fisioldgicas (TATTINI ; PARRA ; PITOMBO, 2006).

1.8 Organelas citoplasmaticas e PDT

Muitos processos bioquimicos vitais ocorrem na superficie das
membranas. A maior parte do metabolismo de lipideos, por exemplo, é catalisada
por enzimas ligadas as membranas. As membranas formam compartimentos
fechados que estédo separadas do citosol, suprindo as células com espacos aquosos
funcionalmente especializados. Como a bicamada lipidica, componente das
membranas das organelas, € impermeavel a maioria das moléculas hidrofilicas, a
membrana de cada organela deve, necessariamente conter proteinas de transporte
gue sdo responsaveis pela importacdo e exportacdo de metabdlitos especificos.
Cada membrana de organela deve conter também um mecanismo de importacéo de
proteinas especificas, que tornam esta organela Unica.

O ndcleo contém o genoma e € o sitio mais importante da sintese de DNA
e RNA.



O citoplasma que envolve o nucleo, consiste do citosol e das organelas
nele suspensa. O citosol representa pouco mais da metade do volume celular total e
€ o sitio de sintese de proteinas, onde ocorre a maior parte do metabolismo
intermediario, isto é, as muitas reacdes pelas quais algumas moléculas pequenas
sdo degradadas e sintetizadas para fornecer os componentes primarios para a
construcdo das macromoléculas.

O reticulo endoplasmatico (R.E) contém muitos ribossomos ligados a sua
superficie citosodlica. Estes sdo engajados na sintese de proteinas integrais da
membrana e proteinas solUveis, muitas das quais estdo destinadas a secrecéo ou a
outras organelas. Isto reflete uma importante diferenca entre o direcionamento das
proteinas para o R.E e para outras organelas citoplasmaticas. O R.E também produz
os lipidios para o resto da célula e funciona como reservatério de ions Ca*2.

O complexo de Golgi consiste de pilhas organizadas de compartimentos
em forma de disco denominados cisternas de Golgi. Estas recebem lipideos e
proteinas do R.E e os direcionam para uma variedade de destinos, usualmente
provocando modificacées covalentes durante o processo.

As mitocondrias geram a maior parte de ATP usado para gerar as
reacdes celulares que necessitam de energia livre.

Os lisossomos contém enzimas digestivas que degradam as organelas
intracelulares ndo operativas, assim como macromoléculas e particulas incorporadas
do exterior da célula por endocitose.

Os lisossomos sdo sacos membranosos de enzimas hidroliticas usadas
para digestdo intracelular controlada de macromoléculas. Eles contém cerca de
guarenta tipos de enzimas hidrolases, incluindo proteases, nucleases, glicosidases,
lipases, fosfolipases, fosfatases e sulfatases, sendo todas hidrolases acidas. Para
sua atividade 6tima elas necessitam de ambiente acido, e o lisossomo propicia tal
condicdo mantendo um pH de aproximadamente 5 em seu interior .

Como as demais organelas intracelulares, o lisossomo n&o apenas
contétm uma colecdo Unica de enzimas, mas também tem uma membrana
circundante Unica. Proteinas transportadoras nesta membrana permite que 0s
produtos finais da digestdo de macromoléculas, como aminoacidos, acglcares e
nucleotideos, sejam transportados para o citosol, de onde podem ser excretados ou

reutilizados pela células.



O material a ser ingerido é progressivamente, envolvido por uma pequena
porcdo da membrana plasmatica, que primeiro invagina e depois se fecha e se
desprende formando uma vesicula intracelular, que contém a substancia ou material
ingerido. Dois tipos principais de endocitose podem ser distinguidos com base no
tamanho das vesiculas endociticas formadas: a pinocitose e a fagocitose.

Vazquez et al. (2007) demonstraram que conjugados de ftalocianina de
zinco a macromoléculas séo localizados preferencialmente nos lisossomos, 0s quais
apos exposicao a luz podem ser liberados destes para serem reutilizados por outras
organelas.

Wood,Holroyd e Brown (1997) relataram que o0s lisossomos sao
inicialmente o sitio de localizacdo dos Fs e que seguida a exposicéo da luz, liberam
a droga para localizarem-se em outras organelas.

Brasseur et al. (1999) discutem a agregacdo dos conjugados em
solucbes aquosas, onde relatam que essa agregacado tipica de conjugados nao
interfere na atividade biol6gica uma vez que o local preferencial sdo os lisossomos,
onde apo6s a degradacdo da proteina libera a droga para atingir outras organelas

celulares.



2 OBJETIVOS

Os principais objetivos de nosso trabalho s&o:

2.1 Propor uma rota sintética para uma nova ftalocianina de zinco ligada

covalentemente a albumina bovina.

2.2 Fazer estudos in vitro de interacdo da ftalocianina conjugada e de sua
precursora, com linhagens de células HelLa (carcinoma de célo de Gtero) e linhagens
de células Hep-2 (carcinoma de laringe) em diferentes concentracfes e tempos de

incubacé&o, na auséncia de luz.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Introducéao

Os nomes dos compostos foram atribuidos de acordo com as regras
IUPAC para nomenclatura de compostos organicos.

Os solventes utilizados foram das marcas Aldrich, Merck ou Acros.

As cromatografias em camada delgada foram realizadas utlizando-se
placa de silica gel GFy54 da Merck sobre suporte de vidro ou aluminio e a
cromoatografia em coluna foi realizada utilizando silica gel com particulas de
tamanho 20-45 pm.

Os espectros de infravermelho foram realizados no espectofotometro
(Perkin Elmer FT-IR - spectrometer 2000) usando pastilhas de KBr e os espectros de
UV-VIS foram realizados em um Espectrofotometro (Cary 50 BIO-Varian Inc.

Scientific Instruments, Australia).

3.2 Sintese

Utilizando-se de metodologias classicas em sintese organica sintetizamos
novos derivados de ftalocianinas. Dados da literatura mostram que, quando
determinados substituintes estdo presentes, existe potencializagdo de algumas
propriedades farmacolégicas (DOUGHERTY, 1978).

A preparagdo do complexo conjugado Pc-BSA foi realizada a partir da
transformacdo do material de partida comercial a 4-nitro-ftalonitrila em quatro
etapas. A sequéncia das reacOes, suas condi¢cdes, assim como O0S seus

rendimentos, estdo resumidos no Esquema I.
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3.2.1 Preparacao da tetra-nitro-ftalocianina de zinco

O2N

OzN C=N
\@E NH4CI, Zn(AcO);
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NO;

O2N

Para preparacdo da tetra-nitro-ftalocianina de zinco foi adicionado ao
baldo nitroftalonitrila (2,69, 15mmol), cloreto de aménia ( 0,875g, 16mmol), acetato
de zinco ( 0,715g, 3,9mmol), hidroxido de sédio (0,69, 15mmol), metéxido de sbédio
(0,19) e dimetilsulféxido (7,5mL). A reacéo foi mantida em refluxo a 180°C e agitacéo
constante por 4 horas sob atmosfera de nitrogénio.

ApOs reagdo a mistura reacional foi lavada com etanol e agua por
repetidas vezes. O produto sdlido foi dissolvido em acetona e concentrado por
rotaevaporacdo para dar o composto tetra-nitro-ftalocianina de zinco (0,53g;

0,69mmol) o qual foi utilizado na reacéo subsequente.

3.2.2 Preparacao da tetra-amino-ftalocianinade zinco
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Utilizando um condensador de refluxo, foi adicionado ao baldao H,O (5mL),
tetra-nitro-ftalocianina de zinco (0,2g; 0,26mmol) e sulfeto de sodio nonahidratado
(1,0g, 4,16mmol). A reacéo foi mantida a 50°C, sob agitacdo constante, durante 5
horas.

Apoés sintese a mistura reacional foi centrifugada e o produto sélido foi
lavado com 4&cido cloridrico 1,0 mol/L (15 mL). O precipitado de tetra-amino
ftalocianina de zinco hidroclorado formado, foi separado novamente por
centrifugacdo, lavado com hidroxido de sédio 1,0 mol/L (10 mL) e mantido em
agitacdo por 1 hora.

Apbs esse periodo o produto solido foi separado novamente por
centrifugacédo e lavado com agua duas vezes para retirada das formas livres de
hidréxido de sédio e cloreto de sddio. O complexo de zinco foi dissolvido em acetona

e concentrado por rotaevaporacao para dar o composto tetra-amino-ftalocianina de

Zinco.

3.2.3 Preparacdao da tetra-isotiocianato-ftalocianina de zinco
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Para preparacdo da tetra-isotiocianato-ftalocianina de zinco foram
utilizados tetra-amino-ftalocianina de zinco (18,15mg; 0,028mmol), DMSO seco
(20mL) e thiocarbonilpiridone (53,1mg; 0,22mmol). A reacdo foi mantida sob
atmosfera de nitrogénio e agitacdo constante por 2 horas, a temperatura ambiente.

Apés sintese a mistura reacional foi submetida a destilagéo a presséo reduzida para



remover o DMSO. Apés destilacdo foi adicionado acetona ao produto sélido com
consequente concentracdo por rotaevaporagdo para obtengcdo do composto tetra-

isotiocianato-ftalocianina de zinco.

3.2.4 Conjugacdao da proteina BSA

BSA, NaHCO4/Na,CO; buffer pH= 9,0
4 >

R= NCS-BSA

Na preparacao do bioconjugado foi feito uma solugcdo estoque 8,1mg de
tetra-isotiocianato -ftalocianina de zinco em 1 mL de DMSO (chamada solucéo A) e
uma solugéo de 50mg BSA em 5mL de solucdo tampéo carbonato pH=9,2 (chamada
solucéo B).

Para reacgdo foi utilizado 5 mL da solugdo B e 760 pL da solucdo A. A
reacdo foi mantida por 16 horas, sob agitacdo constante a temperatura ambiente
livre de claridade. ApGs reacao o bioconjugado foi purificado em coluna empacotada
com sephadex-25. A solugdo contendo o bioconjugado foi concentrada por
liofilizacao.

O bioconjugado foi preparado por quatro passos: Iniciou-se pela reagao
de nitroftalonitrila, com cloreto de amdnia, acetato de zinco e hidroxido de s6dio em
solucdo de DMSO, originando o composto tetra-nitro-ftalocianina de zinco. O
segundo passo foi dado pela reducédo do grupo nitro através do tratamento da tetra-
amino-ftalocianina de zinco com sulfeto de sédio nonahidratado em solu¢do aquosa
a 50°C durante 5 horas, obtendo-se o composto tetra-amino-ftalocianina de zinco; o
terceiro passo foi realizado reagindo o composto tetra-amino-ftalocianina de zinco

com tiocarbonilpiridone em DMSO, obtendo-se o composto tetra-isotiocianato



ftalocianina de zinco . O ultimo passo foi realizado pela reacdo do composto tetra-
isotiocianato-ftalocianina de zinco com BSA diluido em DMSO e tampéao carbonato,

obtendo-se o bioconjugado de zinco ftalocianina.
3.3 Espectro de absorc¢éo

Os espectros foram realizados em um Espectrofotdmetro (UV-VIS, Cary
50 BIO-Varian Inc. Scientific Instruments, Australia) IP&D-UNIVAP, sendo a leitura
realizada em cubetas de quartzo tipo 111-QS 10mm. A Pc- iso foi analisada numa
concentracdo de 0,269 mg.mL* diluida em DMSO e a Pc-BSA foi analisada numa
concentracéo 4 mg.mL* diluida em PBS.

Os espectros de infravermelho foram realizados no espectofotémetro
(Perkin Elmer FT-IR - spectrometer 2000) usando pastilhas de KBr.

3.4 Dosagem de proteina

A quantificagcdo da albumina no composto Pc-BSA foi feita utilizando-se o
espectrofotdmetro (ND-1000, Nanodrop® -Peglab Biothechnologie GmbH Alemanha).

A Pc-BSA foi analisada numa concentracdo de 4 mg.mL™* diluida em PBS,
foi utilizado como solucdo padrdo uma solucdo de BSA numa concentracdo de
1mg.mL* também diluida em PBS.

3.5 Linhagem celular

Neste trabalho foram utilizados as linhagens de células HelLa (carcinoma
de célo de utero) e Hep-2 (carcinoma de laringe), obtidas do ATCC Adolfo Lutz, SP-

Brasil.
3.6 Meio de cultura

Foi utilizado o meio minimo (Minimal Essential Medium -MEM), Gibco™,
Invitrogen Corp., Grand Island, NY, USA). O contetdo de cada frasco foi
reconstituido em 1 litro de agua ultra pura e adicionado bicarbonato de sédio
(JTBaker™) e HEPES 10 mM (N-2 hidroxietilpiperazina, N-2 &cido etanosulfénico)



(Sigma™). O pH da solucdo foi ajustado para 7,1 e foi denominado de MEM
incompleto. O meio usado nas culturas foi suplementado com 10% de soro fetal
bovino (Gibco™, Invitrogen Corp.), 100 U/mL de penicilina e 100 ng/mL de
estreptomicina  (Gibco™, Invitrogen Corp.), aminoacidos e vitaminas e foi
denominado de MEM completo. A solugéo foi esterilizada com membrana de poro
0,22 mm e conservada a 4°C.

O SFB a 10% é utilizado na complememtacdo do meio de cultura por
apresentar em sua composicao insulina, hormoénios e fatores de crescimento que

aceleram o crescimento celular.

3.7 Crescimento e manutencao das culturas de células

Partindo- se inicialmente de células estocadas em nitrogénio liquido,
estas foram descongeladas e cultivadas em garrafas de cultura 25 cm? (BD Falcon,
France) em MEM completo em camara umida a 37°C e 5% de CO,. O crescimento
celular foi devidamente acompanhado por meio de observagcdo em microscopio
invertido Olympus CKX41 e as células subcultivadas através de tripsinizacdo quando
a densidade celular formava uma monocamada confluente.

As células crescidas em garrafas de culturas foram submetidas a
tripsinizacdo na qual a tripsina, uma protease secretada pelas células acinosas do
pancreas, digere as proteinas que formam a trama protéica que liga as células umas
as outras. Para soltar as células, essas foram incubadas por 3 minutos com 2 mL de
tripsina a 0,05% (Gibco™, Invitrogen Corp.), a seguir foram acrescidas de MEM
incompleto e centrifugadas a 250 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e as células ressuspensas em MEM completo para prosseguir com 0s

experimentos in vitro ou prosseguir com a expansao em garrafas de cultura.

3.8 Farmaco fotossensibilizador e interacéo celular

A Pc-iso foi dissolvida em DMSO e mantida a temperatura ambiente
enquanto que a Pc-BSA foi dissolvida em PBS e mantida em geladeira, ambas no
escuro. Para os ensaios de interacdo celular, as células Hep-2 e Hela (5x10°
céls/mL) foram cultivadas em placas de 24 pocos (BD Falcon, France) acrescidas de

laminulas redondas estéreis contendo meio de cultura completo e incubadas por



toda a noite para permitir completa adesdo. No dia seguinte as células foram
lavadas com PBS e incubadas com Pc-iso nas concentracées (0,8 mg.mL™* e 4,0
mg.mL™?) e com Pc-BSA nas concentracdes (1,4 mg.mL* e 8 mg.mL™Y). As células
foram incubadas por 1 hora, em seguida lavadas 3 vezes com PBS e incubadas com
meio MEM completo por 1, 6, 12 e 24 horas. No final de cada periodo de incubacgéo
as células foram lavadas com PBS e fixadas com paraformaldeido 4% durante 10

minutos no escuro. Os experimentos foram feitos em duplicata.

3.9 Microscopia de fluorescéncia

Ao término dos periodos de incubacédo, as Bminas contendo as células
fixadas foram submetidas a andlise pelo microscépio de epifluorescéncia modelo
Leica DMLB com sistema fotografico Leica MPS-30, utilizando o filtro de excitacao
de aproximadamente 358 nm e emissao 461lnm. Cada linhagem celular foi
fotografada apds os diferentes periodos de incubacao e diferentes concentracdes de
Pc-iso e Pc-BSA utilizadas, afim de observar a metabolizacdo dos compostos pelas

culturas celulares.

3.9 MTT- Teste de citotoxicidade celular

O teste de citotoxicidade avaliou as culturas de células HelLa em
intervalos de tempo de 1 e 24 horas com o0 método de MTT [brometo de 3-(4.5-
dimethylthiazol2-yl)-2.5-diphenyltetrazolium].

O teste de MTT foi realizado de acordo com o seguinte procedimento:
apo6s a remocdo do MEM, cada poco recebeu 80 yuL de MTT para obter uma
concentracéo final de 0,5 mg.mL™. As células foram deixadas por 1 hora a 37°C em
atmosfera de 5% de COs.

Sobre o precipitado de formazana foi adicionado 200 uyL de DMSO em
cada poco. A placa foi mantida sob agitacdo constante por 30 minutos para
solubilizacdo dos cristais de formazana.

A concentracdo de cristais foi quantificada espectroscopicamente por
meio de um leitor de microplacas ( ELISA- SpectraCount) em um comprimento de

onda igual a 570 nm.



4 RESULTADOS

4.1 Resultados das preparacdes das ftalocianinas

4.1.1 Preparacéao datetra-nitro-ftalocianina de zinco (2)

\J

OzN C=N
2 \@[ NH4C|, Zn(ACO)Z
c=n CHsNa’, CH3OH,DMSO

Foi obtido um rendimento de 21% apds a purificacdo. A caracterizacao foi
feita por espectroscopia no infravermelho com pastilhas de KBr e apresentou as
bandas em 1609, 1512, 1487, 1285 e 1166 cm™. Os compostos nitro mostram
absorcgdes provenientes dos estiramentos assimétricos e simétricos do grupo NO,. A
absorcdo assimétrica provoca uma banda forte em 1661- 1499 cm™ A absorcéo

simétrica ocorre entre 1389 e 1259 cm™ .
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Figura 04 Espectroscopia no infravermelho do composto tetra-nitro-ftalocianina de zinco.

A espectroscopia no ultravioleta foi feita usando uma solugéo do farmaco
fotossensibilizador em DMSO apresentando como sinal mais intenso uma banda de
absorcédo em 700nm

4.1.2 Preparacgéo da tetra-amino-ftalocianina de zinco (3)

R -4
S5

H,O, 50°C

H>



Esta sintese ocorreu pela reducdo dos derivados de nitro, usando sulfeto
de sodio nonaidratado.

Foi obtido um rendimento de 17% ap0s a purificacdo. A caracterizacédo foi
feita por espectroscopia no infravermelho com pastilhas de KBr e apresentou as
bandas em 3279, 1602, 1496, 1400, 1106, 887 cm*.0 grupo NH, apresenta uma
absorcdo em 3550-3300 cm™ (estiramento assimétrico) e 3450-3250 cm™
(estiramento simétrico). A banda correspondente a deformacédo angular simétrica no
plano de NH é observada na regido de 1650-1580 cm™. As aminas aromaéticas
produzem uma absorcéo forte de deformacéo angular de C-N em 1342-1266 cm™ e

deformacao angular simétrica fora do plano de NH, 909-666 cm™.
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Figura 05 Espectroscopia no infravermelho do composto tetra-amino-ftalocianina de zinco.

A espectroscopia no ultravioleta foi feita usando uma solucdo do farmaco
fotossensibilizador em DMSO apresentando como sinal mais intenso uma banda de

absorcdo em 742nm.



4.1.3. Preparacao da tetra-isotiocianato-ftalocianina de zinco (4)
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Figura 06 Espectroscopia no infravermelho do composto tetra-isotiocianato-ftalocianina de zinco.



Foi obtido um rendimento de 40% apds a purificacdo. A caracterizacéo foi
feita por espectroscopia no infravermelho com pastilhas de KBr e apresentou as
bandas em 2135, 1652,1606, 1540 cm™. A banda caracteristica de N=C=S é
encontrada na regido de 2000- 2200 cm™. A espectroscopia no ultravioleta foi feita

usando uma solucdo do farmaco fotossensibilizador em DMSO apresentando como
sinal mais intenso uma banda de absor¢gdo em 700nm.

4.2 Conjugacdo da proteina BSA (5)

BSA, NaHCO4/Na,CO5 buffer pH= 9,0
4 :

R= NCS-BSA

O ultimo passo foi realizado pela reagcdo do composto tetra-isotiocianato
ftalocianina de zinco com BSA diluido em DMSO e tampao carbonato, obtendo-se o
bioconjugado de zinco ftalocianina.

O espectro de absorcdo do bioconjugado e de seu precursor foi
investigado por um espectofotometro UV/VIS, apresentando dois sinais (ombro) na

regiao de 650-700 nm e 700 nm respectivamente.

4.3 Espectro de absorcéo



O espectro mostra a absorcdo dos farmacos fotossensibilizadores e dos
respectivos solventes. Na figura 07 podemos observar um sinal (absorbancia) mais
intenso da Pc-iso (azul) do que a Pc-BSA (verde), na regiao de 700 nm. A Pc-BSA
apresenta um espectro formado por dois sinais (ombro) entre 650 e 700 nm,
caracteristico de ftalocianinas em solu¢cdo muito polar. Os solventes PBS (vermelha)

e 0 DMSO (preta) n&o interferiram nas medidas.
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Figura 07. Espectro de absor¢cdo UV-VIS do composto Pc-iso dissolvido em DMSO (4 mg.mL'l) e do
composto Pc-BSA dissolvido em PBS (0,269 mg.mL™).

4.4 Dosagem de proteina

O espectro (figura 08) mostra a absorbancia da Pc-BSA e calcula a
guantidade de proteina presente na ftalocianina de zinco conjugada. Para andlise
foram feitas trés solucdes: solucdo de PBS (branco), BSA 1mg.mL? (solucdo
padrdo) e Pc-BSA 4mg.mL™, para cada solucéo foi utilizado 2 nL e a leitura foi feita

no espectrofotdmetro ND-1000, (Nanodrop®) em 280 nm.



O composto Pc-iso foi ligado covalentemente a BSA obtendo-se um
bioconjugado na razdo 3:1 (corante: proteina). Resultado similar foi observado por
Hamblin; Miller; Ortel (2000).
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Figura 08. Dosagem da albumina no espectrofotdmetro ND-1000 (Nanodrop®). A Pc-BSA (linha
verde) foi medida numa concentracao de 4mg.mL'1 diluida em PBS, utilizou- se como padrao solugéo

de BSA (linha vermelha) numa concentracao de 1mg.mL'1 diluida em PBS e como branco PBS.

4.5 Microscopia de fluorescéncia

Para avaliar a interacdo da Pc-iso e da Pc-BSA, ndés utilizamos as
linhagens de células HelLa e Hep-2.

Os resultados da microscopia de fluorescéncia mostram que a Pc-iso
quando incubada nas concentracées de 0,8 mg.mL? e 4 mg.mL™? nas linhagens de
células Hep-2 , interage de uma maneira uniforme em ambas as concentracdes ,
como demonstrado na figura 09. Na primeira hora foi possivel observar o
aparecimento de uma alta fluorescéncia na regido nuclear (figura 09a e 09e). Apos 6

horas de incubacdo uma maior fluorescéncia foi observada no citoplasma (figura 09b



e 09f). Apos 12 e 24 horas uma reducgdo no padrdo da fluorescéncia foi observada,
ocorrendo a presenca de vacuolos apos 12 horas (figura 09 c, 09 g-seta), os quais

comecaram a diminuir a partir de 24 horas de incubacgéao (figura 09h- seta).



Figura 09 Linhagens de células Hep-2 incubadas com a Pc-iso diluida em DMSO nas concentrag¢des
de 0,8 mg.mL™" e 4 mg.mL™ respectivamente: (a/e) 1h, (b/f) 6h, (c/g) 12h, (d/h) 24h.



As andlises do composto Pc-iso quando incubadas nas concentracdes de
0,8 mg.mL™* e 4 mg.mL™* mostraram que nas linhagem de células HeLa o composto
Pc-iso distribuiu-se uniformemente entre as células, ndo observando o aparecimento
de vacuolos em nenhuma hora de incubacao., podendo ser notado a auséncia de

vacuolos no citoplasma.



Figura 10 Linhagens de células HelLa incubadas com a Pc-iso diluida em DMSO nas concentragfes
de 0,8 mg.mL'l ed mg.mL'1 respectivamente: (a/e) 1h, (b/f) 6h, (c/g) 12h, (d/h) 24h.



As analises de microscopia de fluorescéncia para a Pc-BSA quando
incubadas com as células Hep-2 nas concentracdes de 1,4 mg.mL* e 8 mg.mL™*
mostraram que as células interagem de uma maneira uniforme em ambas as
concentracdes, como demonstrado na figura 11. Apdés 1 hora de incubacao foi
possivel observar uma alta fluorescéncia na regiao nuclear (figura 11a e 11e). Ap6s
6 horas de incubagdo uma maior fluorescéncia foi observada no citoplasma (figura
11b e 11f). Apds 12 horas foi observada a presenca de vacuolos (figura 11c- 11g-

seta), os quais diminuem apds 24 horas.



Figura 11 Linhagens de células Hep-2 incubadas com a Pc-BSA diluida em PBS nas concentragdes
de 1,4 mg.mL'l e8 mg.mL'1 respectivamente: (a/e) 1h, (b/f) 6h, (c/g) 12h, (d/h) 24h.



Para o composto Pc-BSA quando incubado com as células HelLa nas
concentragbes de 1,4 mg.mL? e 8 mg.mL' observouse que o bioconjugado
distribuiu-se uniformemente entre as células, notando-se o aparecimento de
vacuolos ja na primeira hora de incubacdo (figura 12a e 12e- seta), 0s quais
permanecem apoés 6 horas (figura 12b e 12f- seta). Apds 12 e 24 horas de incubacéo

ndo ha presenca de vacuolos, mas observa-se a migracdo do bioconjugado para
regiao perinuclear.



Figura 12 Linhagens de células HelLa incubadas com a Pc-BSA diluida em PBS nas concentragfes
del,4 mg.mL'1 e8 mg.mL'1 respectivamente: (a/e) 1h, (b/f) 6h, (c/g) 12h, (d/h) 24h.



4.6 MTT- Teste de citotoxicidade celular

Foram analisados também a citotoxicidade dos compostos: Pc-iso e
Pc-BSA através do teste de MTT.

Os resultados obtidos mostraram que o composto Pc-BSA, mesmo em
diferentes concentragdes, (figura 14), nao alterou a viabilidade celular, embora te nha
sido observada uma atividade mitocondrial mais intensa das células HeLa na sua
presenca. A variacdo da atividade mitocondrial ilustrada no grafico ndo foi
significativa de acordo com o teste de ANOVA 2way (P> 0,05). Os resultados
ilustrados do composto Pc-iso (figura 13) quando comparados com o0 composto Pc-
BSA também ndo foram significativos (P> 0,05), mostrando que ambos o0s
compostos ndo sao toxicos para as células mesmo apos 24 horas de incubacéo. No
entanto, se a concentragcdo for aumentada, a atividade mitocondrial também

aumenta, porém esse aumento nao é significativo.
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Figura 13 Atividade Mitocondrial medida por ensaio de MTT. Média e Desvio Padrdo dos grupos nos
tempos 1 e 24h de incubagdo com o composto Pc-iso em cultura de células HelLa . Sendo a variagao
da atividade mitocondrial analisada de acordo com o teste de ANOVA 2way (P> 0,05).
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Figura 14 Atividade Mitocondrial medida por ensaio de MTT. Média e Desvio Padrdo dos grupos nos
tempos 1 e 24h de incubagdo com o composto Pc-BSA em cultura de células HelLa. Sendo a variagao
da atividade mitocondrial analisada de acordo com o teste de ANOVA 2way (P> 0,05).



5 DISCUSSOES

Bioconjugados de ftalocianinas vém sendo extensivamente estudados
para melhorar as propriedades dos farmacos fotossensibilizadores. Esta estratégia é
baseada na habilidade natural que esses compostos apresentam de se localizar
entre certos compartimentos celulares, tais como: mitocondria, reticulo
endoplasmatico, lisossomos ou complexo de Golgi (VAZQUEZ et al., 2007,
ALMEIDA et al., 2004).

Os métodos mais comuns de preparacdo de ftalocianinas envolvem uma
reacdo de condensacdo do &cido ftalico ou de seus derivados, como pode ser
mostrado pelo Esquema Il (Ali, et al., 1988).

Esquemall

CONHZ

Estudos mostram que as propriedades fotofisicas das ftalocianinas séo
fortemente influenciadas pelo ion metélico central (M). Complexacéo de ftalocianinas
com metais de transicao levam a formacéo de corantes com pequeno tempo de vida
triplete, o que confere uma grande limitacdo para o uso na terapia fotodinamica
(Ali,et al., 1988).

fons diamagnéticos (Zn*?, Al*®, Ga*®), por outro lado, conduzem a altos

rendimentos triplete e longos tempos de vida, o que aumenta a fototoxidade destes



compostos o que nos fez optar pelo uso do zinco como atomo central da ftalocianina
estudada.

A preparacdo de nosso composto também partiu do método exposto no
esquema ll, ou seja, formacgéo do anel da ftalocianina usando o composto comercial

nitro-ftalonitrila (1) como material de partida.

O2N

O2N C=N
2 \@: NH4CI, Zn(AcO),
c=n  CHszONa", CH3OH,DMSO

NO,

O2N

Em uma primeira etapa a 4-nitroftalonitrila foi misturada com cloreto de
amonio, acetato de zinco, hidroxido de sédio e metoxido de sodio para formar,
depois de 4 horas, a zinco tetra-nitro-ftalocianina. O metéxido de sédio foi preparado

imediatamente antes do seu uso dado a sua reatividade com agua.

O processo foi executado em 4 horas de refluxo para fornecer 21% da
tetra-nitro-ftalocianina de zinco. A purificacdo do composto foi realizada pela
remocao do material de partida que é muito sollvel em solventes organicos como o
etanol, ao passo que a ftalocianina formada € praticamente insolivel neste mesmo
solvente. O espectro de absorcdo no infravermelho aponta para um composto que
possui 0 grupo amino substituido (1602, 1512, 1487, 1285, 1166 cm™) e a presenca
de outros sinais caracteristicos de ftalocianina.
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A obtencdo da tetra-amino-ftalocianina de zinco ocorreu através da
reducdo da tetra-nitro-ftalocianina de zinco, produzida na etapa anterior, utilizando
sulfeto de sodio nona-hidratado.

Apos a reacédo de reducédo o material bruto foi separado por centrifugacao
e a mistura reacional foi tratada com HCI. O preciptado formado foi separado por
centrifugacao, tratado com NaOH e centrifugado novamente para a separacdo do
produto soélido, que foi lavado com agua até a remocao total do hidréxido de sodio e
cloreto de sédio formado. No caso da tetra-amino-ftalocianina de zinco o complexo
de zinco parece sofrer degradacdo quando é esquentado na presenca de solucao de
hidroxido de sédio (ACHAR, et al., 1987).
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A tetra-isotiocianato-ftalocianina de zinco foi obtida a partir da reacédo da
tetra-amino-ftalocianina de zinco com o reagente tiocarbonil-dipiridona em agitacéo

de 2 horas.

BSA, NaHCO3/Na,CO3 buffer pH= 9,0
4 >

R= NCSBSA

Finalmente, o bioconjugado foi preparado pela reacdo da tetra-
isotiocianato-ftalocianina de zinco com uma solug¢do da proteina. A purificacdo do
bioconjugado foi realizada em coluna de filtragcdo sephadex 25 utilizando tampéao
fosfato. Apds purificagdo o bioconjugado foi submetido ao processo de liofilizacao.

E conhecido que a purificagéo e caracterizacdo dos compostos organicos
obtidos de uma reacao quimica sdo, em sua maioria, mais problematicas do que os
préprios métodos utilizados para obté-los. No caso especifico dos derivados de
porfirinas (incluidas também as ftalocianinas e naftalocianinas) essa dificuldade é
acentuada devido aos inimeros subprodutos formados durante a reacdo final de
ciclizagéo.

Algumas técnicas de purificacdo, que tém sido empregadas com sucesso
em outros trabalhos envolvendo derivados de porfirinas, foram empregadas em
nossos procedimentos (GORMAN, 1992)

Para os resultados do espectro de absorcédo foi possivel observar uma
faixa de absorcao do bioconjugado entre 650-700 nm, enquanto que sua precursora
apresenta pico maximo de 700 nm. O comprimento de onda ndo definido do
bioconjugado, sugere uma possivel agregacao das moléculas quando em solucdes
agquosas ou solventes polares. Embora o estado de agregacao do bioconjugado

possa diminuir a producdo de oxigénio singlete, isto ndo interfere na fotoatividade



biolégica porque apds endocitose os bioconjugados, geralmente se localizam nos
lisossomos. BRASSEUR et al., (1999) relataram que a agregacéo de bioconjugados
em solucdes aquosas € proporcional a hidrofobicidade do Fs e que esses
bioconjugados séao liberados, apds a degradacdo da proteina, pelos lisossomos com
diminuicdo da agregacao do Fs. Também foi realizado espectro de emissdo, porém
os resultados ndo foram satisfatérios, visto que o bioconjugado sintetizado nessa
pesquisa apresenta pH 8 e segundo VAZQUEZ et al., (2007) um rendimento maior
de fluorescéncia para as ftalocianinas de zinco conjugadas a peptideos foram
encontrados em pH 5.

ApOs espectroscopia a Pc-BSA e a Pc-iso foram submetidos a testes em
linhagens de células HelLa e Hep-2 para comparar a eficacia do bioconjugado em
relagéo ao seu precursor.

A interacdo da Pc-iso e da Pc-BSA entre as linhagens de células HelLa e
Hep2 foram investigadas por microscopia de fluorescéncia. Os resultados do
bioconjugado mostraram que a linhagem de célula Hep-2 mantém a Pc-BSA em sua
superficie, sugerindo uma endocitose somente apos 12 horas de incubacao (figuras
09 e 11 ), os vacuolos observados eram menores e quase ausentes apds 24 horas
de incubacdo. Ao comparar células Hep-2 com células HelLa, n6s podemos observar
uma intensa endocitose logo na primeira hora de incubacédo, ocorrendo uma fusao
desses vacuolos apés 6 horas de incubacao (figuras 10 e 12). A Pc-iso e a Pc-BSA
mesmo quando incubadas em diferentes concentragbes, mostraram um
comportamento similar, porém nota-se que a quantidade de vacuolos € maior
guando a concentracdo da Pc-BSA também é maior.

A grande quantidade de vacuolos sugere a presenca de receptores para
albumina na superficie dessas células. As células HelLa provavelmente expressam
grande quantidade de receptores para albumina humana (HSA). Uma vez que a
BSA apresenta uma homologia de aproximadamente 90% em relacdo a HSA, é
esperado que nosso bioconjugado também possa ser processado por este tipo de
receptor. Sua presenca pode justificar a rapida interacdo do bioconjugado, logo na
primeira hora de incubacdo pelas células HelLa e uma interagdo mais tardia do
mesmo composto pelas células Hep-2 (SUTTON et al., 2002).

Foi observado que para ftalocianinas de zinco VAZQUEZ et al., 2007;
WOOD; HOLROYD; BROWN, 1997), as proteinas dos bioconjugados sao

degradadas preferencialmente pelos lisossomos, e que apds a exposicdo a luz,



liberam a Pc diminuindo o estado de agregacéo da droga, para entdo se localizar em
outras organelas tais como: nucleo, R.E ou complexo de Golgi. Segundo VAZQUEZ
et al., (2007) mesmo colocando uma seqiiéncia de nucleoplasmina nos conjugados
de ftalocianina, o nucleo néo foi o principal sitio de localiza¢éo da droga. Uma maior
concentracdo do conjugado apareceu nos lisossomos, sugerindo uma liberac&o da
droga pelas organelas apos exposi¢cdo da luz.

De acordo com Urizzi et al.,, (2001) e Brasseur et al., (1999)
bioconjugados podem induzir uma mudanga conformacional da proteina limitando o
acesso da droga ao receptor. No entanto, mesmo que o receptor ndo reconheca o
bioconjugado, os macréfagos expressam receptores do tipo “scavenger” que podem
capturar e degradar diversas proteinas com subsequente liberacdo do Fs para que
esse se localize em outros compartimentos celulares (HAMBLIN; MILLER; ORTEL,
2000). Este tipo de receptor pode ainda promover um aumento no processo de
endocitose com consequente localiza¢céo nos lisossomos.

A incorporacédo de nossa ftalocianina conjugada, Pc-BSA, provavelmente
ocorre através de endocitose, 0 que resultou num grande nimero de vacuolos como
podemos observar nas linhagens de células HelLa (figura 07 e 09).

Com o objetivo de determinar a toxicidade da Pc-iso e da Pc-BSA, nés
submetemos as células HelLa ao ensaio de MTT por no minimo 1 hora até 24 horas
de incubacédo. A técnica de MTT é um ensaio quantitativo para determinar a
interrupcdo de uma funcdo bioquimica critica. Este ensaio quantifica a atividade
mitocondrial medindo-se a formacéo de cristais de formazana, produto da reducao
do tetrazolium MTT. A redugcédo do MTT ocorre principalmente na mitocéndria através
da acdo da succinato desidrogenase fornecendo entdo uma medida da funcéo
mitocondrial. A variacdo da atividade mitocondrial apds 1 e 24 horas de incubacao
nao foi significativa de acordo com o teste de ANOVA 2way (P> 0,05). Os resultados
ilustrados do composto Pc-iso quando comparados com 0 composto Pc-BSA
também ndo foram significativos (P> 0,05). A partir desses resultados podemos
perceber que ambos 0s compostos nao sdo toxicos para as células.



6 CONCLUSOES

6.1 A preparacgdo da ftalocianina conjugada a BSA foi realizada a partir de
material de partida de facil acesso comercial. O caminho sintético utilizado seguiu o
protocolo de ACHAR, LOKESH,(2004) e ACHAR, et al.,(1987) com algumas
modificacdes apresentando um resultado com rendimento satisfatorio.

6.2 A purificacdo e caracterizacdo dos compostos intermediarios
sintetizados, assim como o composto final Pc-BSA seguiu os métodos tradicionais:
cromatografia em coluna de silica-gel, espectroscopia no infravermelho,
espectroscopia no ultra-violeta-visivel.

6.3 Os espectros de absorcdo dos compostos sdo caracteristicos de
ftalocianinas com sinais na regido entre 650-700nm destacando-se, a ftalocianina
conjugada a BSA que apresenta 2 sinais mais intensos (ombro) na regido entre 650-
700nm proprios de ftalocianinas que sofrem agregacao.

6.4 A proporcdo de Pc-BSA estimada foi de 3:1 deduzida a partir da
quantificacdo comparativa realizada pelo espectrofotdmetro ND-1000 (Nanodrop®).

6.5 A Pc-iso interagiu com ambas as linhagens de células (Hep-2 e HelLa)
de maneira uniforme e o aparecimento de vacuolos ocorreu somente apos 12 e 24
horas de incubacgéo para células Hep-2 e foi ausente para células HeLa. A Pc-BSA
induziu o aparecimento de vacuolos nas células HeLa a partir de 1 hora de
incubacdo e para as células Hep-2 somente apdés 12 horas de incubacdo, dados
esses demonstrados por Microscopia de Fluorescéncia.

6.6 A Pc-BSA e a Pc-iso nao apresentaram citotoxicidade na linhagem de
células HeLa mesmo apoés 24 horas de incubacéo, através da analise por ensaio de
MTT.

6.7 Os resultados apresentados neste trabalho sugerem que o
bioconjugado sintetizado e estudado (Pc-BSA), tem caracteristicas que apontam a

potencialidade do composto na TFD.
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